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Adanya pencemaran di lingkungan akan mempengaruhi kehidupan biologis organisme yang ada, baik secara langsung maupun tidak langsung. Pengaruh pencemaran ini tergantung pada kemampuan faktor lingkungan alami dalam menetralisir pengaruh yang merugikan tersebut. Salah satu cara untuk mengetahui pencemaran pada ekosistem perairan adalah dengan uji hayati (bioassay). Jumlah kematian organisme perairan yang ditimbulkan oleh suatu zat akan dapat memberi informasi tentang tingkat pencemaran atau tingkat toksisitas zat tersebut.
Parameter-parameter fisika dan kimia saja belum cukup untuk mengevaluasi keberadaan suatu senyawa toksik. Kehadiran suatu toksikan dalam jumlah kecil kadang-kadang memberikan dampak yang besar, dan sedikit perubahan dalam struktur kimia serta berubahnya komposisi suatu senyawa mampu menimbulkan variasi-variasi dampak dalam daya toksiknya (Loomis, 1978).

2.2 Uji Hayati (Bioassay)
2.2.1 Prinsip Umum Toksisitas
Toksisitas merupakan kemampuan racun (molekul) untuk menimbulkan kerusakan apabila masuk kedalam tubuh dan lokasi organ yang rentan (Sax, 1969). Toksisitas suatu senyawa sangat dipengaruhi oleh interaksi dan karakteristik antara organisme hidup dan senyawa tersebut, karena semakin kompleks senyawa yang berada dalam suatu limbah, semakin sukar untuk menentukan parameter mana yang berpengaruh terhadap organisme uji. Hal ini disebabkan adanya ikatan senyawa komplek yang dapat bersifat sinergistik (lebih beracun) dan antagonistik (kurang beracun). 

Yang dimaksud dengan racun adalah zat yang dalam dosis kecil dapat menimbulkan kerusakan pada jaringan hidup (Sax, 1969). Suatu toksikan (racun) akan menyebabkan kerusakan bila ia terserap oleh suatu organisme. Selain itu tingkat toksisitas suatu zat kimia tergantung pada konsentrasi toksikan dan beberapa faktor lain, misalnya derajat absorpsi, distribusi, pengikatan, dan ekskresi (Frank, 1995).

2.2.2 Definisi Uji Hayati
Menurut standard methods, uji hayati adalah suatu percobaan atau penelitian yang menggunakan organisme hidup untuk mengetahui atau mengukur adanya pengaruh dari suatu senyawa limbah, faktor lingkungan atau kombinasinya (APHA, AWWA, WPCF, 1989). Sedangkan uji hayati akuatik adalah suatu tata kerja untuk menentukan reaksi organisme akuatik dan juga untuk mengetahui atau mengukur adanya dampak suatu zat atau beberapa zat, buangan, faktor lingkungan baik sendiri-sendiri atau bersama-sama. Sprague (1973) mendefinisikan uji hayati sebagai suatu uji dimana kuantitas atau kekuatan suatu bahan ditentukan oleh reaksi organisme yang hidup disana. 

Dalam memilih hewan untuk uji hayati ada pertimbangan yang harus diperhatikan, yaitu (APHA, AWWA, WPCF, 1989) :
	Kepekaannya terhadap faktor-faktor yang diperiksa,
	Penyebarannya secara geografis,
	Kelimpahan dan tersedianya organisme dalam kisaran ukuran yang praktis sepanjang tahun, 
	Kepentingannya dengan segi rekreasi, ekonomi, dan lingkungan,
	Tersedianya metoda pemeliharaan untuk melaksanakannya dalam laboratorium serta tersedianya pengetahuan tentang persyaratan organisme, kondisi fisik organisme secara umum,
	Terbebasnya organisme uji dari parasit dan penyakit.
Hasil uji hayati digambarkan dengan hubungan antara jumlah kematian (mortalitas) hewan uji dengan dosis toksikan sehingga diketahui pengaruh suatu toksikan terhadap organisme tertentu.


Uji hayati dapat dilakukan dengan cara, yaitu :
1.	LC (Lethal Concentration) : Untuk menyatakan hasil uji hayati yang bersifat mematikan sebagai salah satu kriteria dari toksisitas. Ditunjukkan dengan waktu. Misalnya LC50 24 jam.
2.	EC (Effektive Concentration) : Bila ingin mengetahui akibat lain yang ditimbulkan suatu zat selain kematian, misalnya kerusakan pada organ tubuh, menyebabkan melemahnya fungsi. Ditujukan dengan waktu, misalnya EC50 24 jam.
3.	SC (Safe Concentration) : Konsentrasi maksimum dari suatu zat beracun yang tidak menimbulkan dampak berbahaya setelah periode pengujian lebih dari satu generasi.

2.2.3 Fungsi dan Kegunaan Uji Hayati
Nilai konsentrasi kematian 50 % (LC 50) biasanya digunakan untuk melaporkan hasil uji hayati dengan penggunaan kematian sebagai kriteria toksisitas. Lethal Concentration 50 % (LC 50) menunjukkan prosentase hewan yang mati dalam konsentrasi bahan uji yang diberikan (Sprague, 1973). 
Uji hayati menurut standard methods (APHA, AWWA, WPCF 1989) sangat berguna untuk dapat mentukan :
	Kondisi lingkungan yang baik bagi kehidupan akuatik,
	faktor lingkungan yang sesuai dan tidak sesuai dari beberapa faktor lingkungan bagi organisme perairan seperti oksigen terlarut (Dissolved Oxygen/DO), pH, temperatur, salinitas, kekeruhan, dan limbah berbahaya dan beracun,
	pengaruh faktor-faktor lingkungan terhadap toksisitas air limbah,
	toksisitas relatif dari limbah yang berbeda terhadap spesies organisme,
	kepekaan organisme perairan terhadap air buangan/toksikan,
	jumlah pengolahan air limbah yang dibutuhkan untuk memenuhi standar air buangan,
	efektivitas dari metoda pengolahan air buangan,
	Debit pembuangan effluen yang diijinkan dan kaitannya dengan standar kualitas air, persyaratan effluen dan ijin pembuangan limbah.

2.2.4 Metoda Uji Toksisitas
	Uji toksisitas biasanya dilakukan dengan dua cara, yaitu :
1.	Uji Toksisitas Akut (Letal)
Uji toksisitas akut adalah uji hayati yang dirancang untuk mengetahui konsentrasi tertinggi dari suatu zat/materi/limbah yang dapat mematikan suatu jumlah populasi tertentu hewan uji (10 %, 50 %, atau 90 %). Uji toksisitas akut dilakukan dalam waktu singkat, biasanya hanya sampai 96 jam, karena itu uji ini disebut juga uji toksisitas jangka pendek. 
Ada tiga cara dalam uji toksisitas akut, yaitu :
a.	Bioassay Statis
Bioassay statis dilakukan dengan menggunakan media uji cairan dimana selama proses pengujian berlangsung tidak dilakukan perlakuan-perlakuan lain. 
b.	Bioassay Statis dengan Pembaharuan
Uji ini pada prinsipnya hampir sama dengan uji statis, tetapi dilakukan penggantian media uji secara berkala. 
c.	Bioassay Aliran Kontinu
Uji ini dilakukan menyerupai aliran air di dalam kolam atau sungai dimana  media uji dialirkan secara terus menerus menyerupai kondisi kolam/sungai yang sebenarnya. 
2.  Uji Toksisitas  Subletal





2.3 Daphnia magna Sebagai Hewan Uji
Daphnia magna seringkali dikenal sebagai ”kutu air” (Pennak, 1953). Menurut Rand dan Petrocelli (1985) organisme yang dapat digunakan sebagai organisme uji harus memenuhi syarat-syarat sebagai berikut: peka terhadap perubahan lingkungan, mempunyai distribusi merata sepanjang tahun, mempunyai nilai ekonomi dan ekologi, mudah dikultur di Laboratorium, bebas dari parasit atau penyakit dan sesuai dengan kepentingan uji hayati. Daphnia sp menghasilkan keturunan tanpa melakukan perkawinan (aseksual/ parthenogenesis). 

Organisme yang biasa digunakan sebagai organisme uji, diantaranya Ikan mas, Daphnia sp, Molluska, Alga atau organisme lainnya yang peka terhadap perubahan yang terjadi dalam lingkungan. Dalam penelitian ini, organisme uji yang digunakan adalah Daphnia magna. Adapun gambaran umum mengenai Daphnia, dapat dilihat dari sifat-sifat ekologinya. 	

2.3.1 Persyaratan Hidup Daphnia magna
Untuk dapat melangsungkan kehidupannya Daphnia magna memerlukan kondisi yang spesifik dan sesuai diantaranya oksigen, temperatur, pH, konduktivitas dan bahan pakan. Daphnia magna akan mengalami kesulitan bernafas dalam kondisi yang kurang atau tanpa oksigen. Hal tersebut akan mempengaruhi kemampuan Daphnia magna untuk melakukan aktifitas menyaring makanan.

Oksigen dapat diberikan dalam bentuk gelembung besar secara perlahan-lahan, namun aerasi dengan gelembung yang besar dapat menyebabkan gelembung tersebut terperangkap dibawah karapak sehingga dapat mengganggu kemampuannya untuk mangapung (Anonim, 1990).

Suhu yang ideal untuk pertumbuhan Daphnia magna adalah dalam kisaran 18-25oC, karena apabila suhu yang terjadi lebih rendah mengakibatkan penurunan kemampuan metabolisme. Namun apabila suhu yang terjadi lebih tinggi dan mendekati 30oC atau lebih dari pada itu akan mengakibatkan kematian. Sedangkan pH yang ideal adalah sekitar 6-10. Daphnia sp akan mencapai dewasa dalam waktu lebih dari 24 jam. Setiap 1-2 hari sekali beranak sebanyak 29 ekor, selama hidupnya dapat beranak sebanyak 7 kali dengan jumlah keturunan yang dihasilkan 200 ekor, konduktivitas yang ideal untuk Daphnia sp adalah 300-400 µS/m (Mujiman, 1999). 

Daphnia sp yang sehat terlihat dari warna tubuhnya coklat kemerahan dengan saluran pencernaan penuh berisi makanan. Sedangkan kualitas medium airnya menurun dapat terlihat dengan adanya Daphnia sp yang bergerombol di permukaan air, banyaknya cendawa yang tumbuh pada medium serta munculnya jentik-jentik nyamuk (Mujiman, 1999).

Ketika berenang, pergerakannya sangat lambat dan pergerakan antena pada hewan betina dewasa sekitar 60 sampai 70 kali semenit (Lund, 1926). Arah pergerakan berlangsung secara vertikal sampai dekat dasar kolam dan pada perairan yang dekat pencahayaan, gerakan juga berlangsung secara horisontal terhadap permukaan air.

2.3.2 Struktur Tubuh
Daphnia sp memiliki bentuk tubuh oval, dinding tubuh bagian punggungnya membentuk suatu lipatan yang menutupi bagian tubuh beserta anggota-anggota tubuh pada kedua sisinya sehingga nampak seperti sebuah cangkang kerang-kerangan, diatas tubuh bagian belakang cangkang tersebut membentuk kantung yang berguna sebagai tempat penampungan dan perkembangan telur (Mujiman, 1999).







Gambar 2.1 Struktur Tubuh Daphnia magna




      Gambar 2.2 Hewan Betina Daphnia Magna Dengan Telur 
       Sumber: www.google.com/daphnia (​http:​/​​/​www.google.com​/​daphnia​) magna


2.3.3 Proses Metabolisme Makanan
Daphnia sp merupakan ”filter feeder”, artinya mereka menyaring air untuk mendapatkan pakannya berupa makhluk bersel tunggal seperti algae, dan protozoa. Selain itu mereka juga membutuhkan vitamin dan mineral dari dalam air untuk pembentukan cangkangnya. Pengambilan makanannya dilakukan dengan menggerak-gerakkan kaki sehingga menimbulkan arus air yang membawa makanan, makanan yang sampai didekat mulut akan ditelan bulat-bulat.

Daphnia menyaring makanan dari aliran air disekitarnya, kemudian partikel makanan yang sudah dikumpulkan akan dipindahkan kedalam rongga makanan (Barnes, 1987). Laju penyaringan makanan akan menurun jika gerakan anggota toraks lambat dan hal ini menyebabkan jumlah makanan yang disimpan akan menjadi terbatas (Mc. Mahon and Rigler, 1963).

Dalam kondisi normal, kecepatan gerakan jantung adalah 120 kontraksi permenit. Kecepatan gerakan jantung akan teratur jika kapadatan populasi rendah atau jika Daphnia tersebut sedang membawa telur atau hewan mudanya di dalam kantung telur. Peningkatan kecepatan gerakan jantung menandakan peningkatan laju metabolit yang distimulir oleh berbagai kondisi (Barnes, 1987).

2.4 Pestisida
Pasal 1 Peraturan Pemerintah Nomor 7 tahun 1973 tentang “ Pengawasan atas Peredaran dan Penggunaan Pestisida”, yang dimaksud dengan pestisida adalah sebagai berikut ; “ Semua zat kimia dan bahan lain serta jasad renik dan virus yang digunakan untuk memberantas atau mencegah hama-hama dan penyakit-penyakit yang merusak tanaman, memberantas rerumputan, mematikan daun dan mencegah pertumbuhan yang tidak diinginkan, mengatur atau merangsang pertumbuhan tanaman atau bagian-bagian tanaman tidak termasuk pupuk, memberantas atau mencegah hama-hama air, memberantas atau mencegah binatang-binatang  yang dapat menyebabkan penyakit pada manusia atau binatang yang perlu dilindungi dengan penggunaan pada tanaman, tanah dan air”. 
 
Pestisida adalah bahan-bahan racun yang digunakan untuk membunuh jasad hidup yang mengganggu tumbuhan, ternak dan sebagainya yang diusahakan manusia untuk kesejahteraan hidupnya (Tarumingkeng, 1992). Pest berarti hama, sedangkan cide berarti membunuh. Karena pestisida merupakan bahan racun maka penggunaanya perlu kehati-hatian, dengan memperhatikan keamanan operator (pemakai), bahan yang diberi pestisida dan lingkungan sekitar.

2.4.1 Insektisida Golongan Organofosfat
Organofosfat adalah golongan pestisida yang disukai oleh petani karena mempunyai daya basmi yang kuat, cepat dan hasilnya terlihat jelas pada tanaman. Departemen Pertanian menganjurkan pemakaian pestisida ini  karena sifat organofosfat yang mudah hilang di alam. Meskipun demikian residu pestisida organofosfat pada manusia dapat menimbulkan keracunan baik akut maupun kronis, hal ini disebabkan oleh sifat akumulatif dari residu pestisida organofosfat. Selain itu pestisida organofosfat mudah larut dalam air (Hidrofilik), bahan pengawet yang larut dalam air sebagian besar merupakan racun akut. Organofosfat (OF) merupakan pestisida golongan insektisida yang paling banyak digunakan dalam pertanian dan kehutanan.

Berbagai macam contoh pestisida organofosfat yang ada dipasaran adalah sebagai berikut : malathion, biothion, diazinon, klorpirifos, metidation, fention, fenitroin, fenthoat, profenofos, protiofos, triazofos, metamidofos dan dimethoat.

Umur residu dari organofosfat tidak berlangsung lama sehingga peracunan kronis terhadap lingkungan cenderung tidak terjadi karena faktor-faktor lingkungan mudah menguraikan senyawa-senyawa organofosfat menjadi komponen yang tidak beracun. Faktor-faktor lingkungan disini diantaranya temperatur, dan jasad renik misalnya bakteri dan jamur. Pada temperatur tinggi biasanya zat hilang lebih cepat dari lingkungannya daripada pada temperatur rendah. Oleh jasad renik sering merupakan penguraian, dimana terjadi penguraian sebagian atau seluruh zat tersebut. Penguraian oleh mikroba, merupakan salah satu mekanisme pelindung yang vital terhadap pencemaran lingkungan (Koeman, 1987).

Formulasi pestisida organofosfat yang biasa digunakan dalam pengendalian hama umumnya adalah dalam bentuk penyemprotan (sprays) dan pencelupan (dipping), diantaranya Emulsifiable / emulsible concentrates (EC). Penyemprotan merupakan cara yang paling umum, mencakup 75 % dari seluruh pemakaian insektisida, yang sebagian besar berasal dari formulasi Emulsible Concentrates. 

2.4.2 Klorpirifos
Klorpirifos, termasuk kedalam insektisida organofosfat. Seperti dikutip dari tugas akhir Ruwi Wulan (2003), insektisida ini sering digunakan di daerah pertanian yang menanam sayur-sayuran, padi, jagung, kacang kedelai, kacang tanah, dan kelapa. Klorpirifos bertindak sebagai racun langsung pada binatang perusak, dan sebagian meracuni perut. Dapat di peroleh dalam bentuk butiran, bubuk basah, bubuk kering, dan campuran emulsi.

Klorpirifos termasuk pestisida yang dijual bebas di pasaran, dengan nama dagang bermacam-macam, termasuk diantaranya adalah Brodan, Dursban 20 EC, Detmol UA, Dowco 179, Empire, Eradex, Lorsban, Paqeant, Piridane, Scout, dan Stipend. 






















Tabel 2.1 Sifat Kimia dan Fisik Klorpirifos
Karakteristik	Keterangan	Sumber
Nama Kimia	O,O diethyl O-3,5,6-trichloro-2-pyridil fosfotioate	http://www.fito-info.bf.uni-lj-si
Sinonim	Phosphorotihoic acid O,O-diethyl O-(3,5,6-trichloro-2-pyridinyl) ester, Klorpirifos-ester, klorpirifos.	Klorpirifos.com
Nama Dagang	Dursban, Brodan, Eraddex, Dowco 179, ENT 27311, Pyrinex, DMS-0971	Klorpirifos.com
Rumus Kimia	C9H11C13NO3PS	Klorpirifos.com
Rumus Bangun	                                                                   	Klorpirifos.com
Nomor Identifikasi		
NIOSH RTEC	TF6300000	atsdr.cdc.gov
Titik Didih	> 300oCterdekomposisi pada ± 160oC	Klorpirifos.comatsdr.cdc.gov
Densitas	1,44 g/ml pd 25oC	Klopirifos.com
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